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RESUMEN

Dos de los sistemas nanoacarreadores de mas reciente creaciéon, y que son altamente investigados
y aplicados para la via topica, son las nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN por sus siglas en inglés) y
los acarreadores lipidicos nanoestructurados (NLC por sus siglas en inglés).

En el presente trabajo se evalud el efecto de las SLN y los NLC sobre las propiedades de barrera de
la piel, en concreto sobre el efecto oclusivo que presentan (el cual se relaciona directamente con
la pérdida de agua transepidermal) y también sobre su capacidad de penetracion a través del
estrato cérneo (EC). Es importante conocer el desempefio que estos sistemas presentan por si
mismos, es decir, sin la inclusién de un farmaco o activo, con el fin de poder aprovechar sus
caracteristicas en funcién del sistema terapéutico o cosmético que se quiera disefiar.

Para este fin se requirid, en primer lugar, establecer las condiciones de preparacién de estas
nanoparticulas lipidicas por el método de homogenizacidn a alto cizallamiento. Ambos sistemas se
prepararon a base de dibehenato de glicerilo, en tanto que para producir los NLC se agregé a la
formula un aceite compuesto por triglicéridos caprico/caprilico. Asi se obtuvieron SLN y NLC que
presentaron caracteristicas fisicoquimicas muy similares con el fin de evaluar la manera en la que
la inclusion de un aceite, en el caso de los NLC, modifica el efecto que estos sistemas tienen sobre
la piel.

Se encontrd que a pesar de las diferencias en la composicién, el efecto oclusivo que producen
estas nanoparticulas lipidicas no es diferente. A través de la microscopia electrénica de barrido se
confirmé que la pelicula que forman estos sistemas, a la cual se le atribuye su capacidad de
producir un efecto oclusivo, es fisicamente similar. Por otro lado, se comprobd que los NLC
penetran en mayor cantidad a través del EC. Se cree que esto se debe a que el aceite incluido en
los NLC interacciona en mayor medida con los componentes de la bicapa lipidica intercelular del
EC, por lo que su capacidad de penetracidon es mayor en comparacién con las SLN.

Los resultados obtenidos serviran para el desarrollo de productos farmacéuticos y/o cosméticos,
asi como para la evaluacidn de diferentes sistemas en cuanto a sus propiedades para modificar las
funciones de barrera de la piel.
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INTRODUCCION

En las ultimas décadas se ha hecho evidente que no solo es necesario el desarrollo de nuevos
farmacos para asegurar el éxito en el tratamiento de las enfermedades. Algunos de los principales
problemas que surgen al emplear fdrmacos en nuevas terapias se relacionan con la incapacidad
del activo para llegar y permanecer en el sitio de accién. Para solucionar estos problemas se han
desarrollado sistemas acarreadores, los cuales permiten una liberacién controlada y localizada del
farmaco segun las necesidades de la terapia (1).

La nanotecnologia ha jugado un papel muy importante en este campo. Los nanoacarreadores,
sistemas que tienen estructuras de tamafio menor a 500 nm, se han estado aplicando
ampliamente para su administracidon por via parenteral u oral. Sin embargo, el empleo de estos
sistemas sobre la piel se ha convertido en el centro de atencion en los Ultimos afios (2).

La piel es una barrera Unica compuesta por varias capas heterogéneas altamente organizadas. De
manera general se divide en tres secciones, del exterior al interior estas son la epidermis, dermis e
hipodermis. La capa mas externa de la epidermis, el estrato corneo (EC), es a la cual se le atribuye
la funcién de la barrera de la piel, que impide el paso de agentes extranos incluyendo farmacos. La
nanotecnologia proporciona las herramientas para lograr atravesar la barrera de la piel, por lo que
los sistemas de liberacion tépica o transdérmica a base de nanoacarreadores se han convertido en
el objetivo principal de muchos investigadores (3). Entre los sistemas acarreadores de farmacos de
tamafio nanométrico destinados para la administracion tépica y/o transdérmica se encuentran las
nanoparticulas lipidicas.

Las SLN se desarrollaron a principios de la década de los 90’s como un sistema acarreador de
farmacos alternativo a los nanoacarreadores ya existentes (e.g., liposomas, nanoparticulas
poliméricas, nanoemulsiones). Como segunda generacion de nanoparticulas lipidicas surgen los
NLC con mejoras en comparacién con sus predecesoras, tales como mayor capacidad de carga y
mejor estabilidad (4).

En la actualidad existen trabajos que reportan aplicaciones farmacéuticas y cosméticas de estos
acarreadores para su aplicacion por via tdpica, sin embargo, en algunos casos, la seleccidn del tipo
de nanoparticulas lipidicas (SLN o NLC) a emplear como acarreador se hace de manera
indiscriminada, ya que no existe un fundamento sobre el cual se justifique el empleo de un
sistema u otro.

El objetivo de este trabajo fue evaluar y comparar el efecto de las SLN y los NLC sobre las
propiedades de barrera de la piel, determinando su capacidad oclusiva y el grado de penetracion,
factores importantes en la eficacia de estos sistemas como acarreadores de activos cosméticos y/o
farmacéuticos.
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1. Nanotecnologia y nanoparticulas

1.1. Nanotecnologia

La nanotecnologia es el estudio de los materiales dentro de la escala nanométrica (10° m), e
incluye la medicion, modelado y manipulacién de los materiales dentro de este marco (5). En la
actualidad, la nanotecnologia ha entrado de manera firme en el campo de la liberaciéon de
farmacos. El desempefio de los sistemas inteligentes de liberacidon controlada continuamente se
mejora con el propdsito de maximizar su actividad terapéutica y minimizar los efectos adversos
(6). La nanotecnologia se puede usar para modificar la permeacién/penetracién de sustancias
encapsuladas a través de la manipulacién de diferentes factores (7). Se ha demostrado que los
sistemas de tamafio nanométrico pueden incrementar la solubilidad, mejorar la velocidad de
disolucién y la biodisponibilidad. Entre los sistemas acarreadores mas estudiados se encuentran
los liposomas, las microemulsiones y las nanoparticulas sélidas. Las nanoparticulas pueden
prepararse usando diferentes materiales, por ejemplo, polimeros biodegradables vy
biocompatibles, fosfolipidos, surfactantes y lipidos (8).

1.2. Nanoparticulas lipidicas

A principios de los 90’s se desarrollan las nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN por sus siglas en
inglés) a partir de los conceptos de particulas sélidas, emulsiones y liposomas. Las SLN fueron
producidas al intercambiar el aceite de una emulsién por un lipido sélido, lo que implica que el
sistema sera sdlido tanto a temperatura ambiente como a temperatura corporal (4).

Las SLN presentan las ventajas de otros sistemas coloidales acarreadores de farmacos a la vez que
se evitan algunas de sus desventajas (1).

e Posibilidad de liberacion controlada y liberacidn dirigida
e Incrementa la estabilidad del farmaco

e Alta capacidad de carga

e Incorporacién de farmacos lipofilicos e hidrofilicos

e Seevita el uso de disolventes orgdnicos

e No biotéxico

e Fdcil escalamiento

Sin embargo, las SLN presentan algunas desventajas como: aumento del tamafio de particula
durante el almacenamiento, transiciones en la forma cristalina del lipido, y baja capacidad de
incorporacién de farmacos debido a la estructura cristalina del lipido lo que también puede causar
gue las moléculas del farmaco tienden a ser expulsadas con el paso del tiempo (9).
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Los acarreadores lipidicos nanoestructurados (NLC por sus siglas en inglés) surgen como la
estrategia para disminuir el grado de organizacién de la matriz de lipido y asi incrementar la
capacidad de carga de farmacos. Estos sistemas se consideran la segunda generacién de
nanoparticulas lipidicas y se producen usando una combinacién de lipido sélido y lipido liquido
(aceite), siendo esta mezcla sdlida a temperatura ambiente y temperatura corporal al igual que las
SLN (10).

A nivel de estructura cristalina, las SLN, al ser preparadas a base de un solo lipido, forman una
matriz que tiende a ser una red cristalina relativamente perfecta la cual deja un espacio muy
limitado para acomodar dentro algunas moléculas de farmaco. Las consecuencias son la baja
capacidad de carga y la tendencia a expulsar el activo durante el almacenamiento. Por otro lado,
con la mezcla de lipidos se logra una distorsién en la formacién del cristal, por lo que la matriz
resultante contiene imperfecciones que sirven como espacios donde se acomoda el activo (Figura
1) (11).

imperfeccion
("agujero” en
la matriz)

a) molécula
activa

b)

Figura 1. Comparacion de la estructura cristalina de a) SLN y b) NLC.

La solubilidad de los farmacos en los aceites es generalmente mayor que en los lipidos sélidos, por
lo que con los NLC se logra una mayor capacidad de carga de activos (9). Por lo tanto, basdandose
en este concepto, los NLC presentan una mejor capacidad de incorporacién de farmacos al mismo
tiempo que se evita la tendencia que tienen las SLN de expulsar los activos (10).

De manera general, para la preparacién de estas nanoparticulas lipidicas se necesitan como
componentes uno o mas lipidos, estabilizantes (emulsificantes) y agua. El término lipido
empleado, en un sentido mas amplio, incluye a los triglicéridos, glicéridos parciales, acidos grasos,
esteroides y ceras (1). La mayoria de lipidos usados estan aprobados para su uso como aditivos en
alimentos para humanos o se usan como excipientes en preparaciones tépicas cosméticas o
farmacéuticas debido a su baja toxicidad (12).

1.2.1. Procesos de preparacion

Los procesos de preparacidon son igualmente aplicables tanto para las SLN como para los NLC. La
diferencia radica en la incorporacion de solo un lipido sélido (SLN) o una mezcla de lipidos (NLC)
(11). A continuacioén se describen los métodos empleados para preparar nanoparticulas lipidicas.

Pagina | 12



¥

Maestria en Ciencias Quimicas POSGR DO»W

e Homogenizacidn a alta presién

El método mas popular para producir SLN es la homogenizacion a alta presion (HPH por sus siglas
en inglés) en sus dos modalidades, fria y caliente. En la HPH en caliente, el activo se disuelve en el
lipido fundido y se dispersa en una solucién del surfactante por agitacion a alto cizallamiento. La
pre-emulsion obtenida se pasa a través del homogenizador a alta presiéon. En la HPH en frio, el
activo se disuelve o dispersa en el lipido fundido y posteriormente esta mezcla se enfria. El lipido
solidificado es molido hasta obtener microparticulas las cuales se dispersan en una solucién del
surfactante y finalmente esta suspensidn se hace pasar por el homogenizador a alta presion (4). En
la Figura 2 se resumen los pasos a seguir para la produccion de SLN por HPH.

Fundir el lipido
Disolver/dispersar el
farmaco en el lipido

Homogenizacion Homogenizacion
en caliente en frio
Dispersar el lipido cargado Solidificar el lipido cargado
con el farmaco en una mezcla ‘ b‘ con el farmaceo (nitrégeno
de surfactante [caliente) liquido o hielo seco)
Premezclar para formar Meler hasta obtener
una pre-emulsion polvo
Homogenizar a alta presion Dispersar el polvo en
[temperatura por encima del una solucion acuosa
punto de fusian del lipido) del surfactante
. Homogenizar a alta
Manoemulsion ofw e
. presion a temperatura
caliente A
ambiente o menor

Solidificacion de la
nanoemulsion por enfriamiento

atemperatura ambiente SLN

Figura 2. Representacion esquematica de las técnicas de HPH en caliente y frio para la produccion de SLN (1).

e Homogenizacidn a alto cizallamiento y ultrasonido

Tanto la homogenizacién a alto cizallamiento como el ultrasonido son técnicas de dispersién que
se usaron inicialmente para producir SLN y ambas tienen la caracteristica de ser faciles de aplicar.
El homogenizador tipo rotor-estator se ha usado para producir emulsiones con el lipido fundido las
cuales se hacen enfriar para obtener SLN. Se sabe que el tamafio de particula y el potencial zeta de
las SLN obtenidas se ven influenciados por los parametros del proceso: tiempo de emulsificacion,
velocidad de agitacidn y condiciones de enfriamiento (1).
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e Emulsificacion/evaporacion de disolvente

El componente lipofilico se disuelve en un disolvente organico inmiscible al agua y se emulsifica en
una fase acuosa. Tras la evaporacion del disolvente se forma una dispersién de nanoparticulas por
precipitacion del lipido en el medio acuoso. El tamafio de particula obtenido por este método
depende de la concentracién del lipido en la fase organica. A pesar de que se evita cualquier tipo
de estrés térmico presente en las otras técnicas de produccidn, una clara desventaja de este
método es el uso de disolventes organicos (1).

e Inyeccion de disolvente

En este método, los lipidos y el farmaco se disuelven en alcohol isopropilico el cual se encuentra
5°C por arriba del punto de fusién del lipido. De manera simultanea, se prepara una solucion
acuosa del emulsificante a la misma temperatura. La solucién del lipido se adiciona a la solucion
acuosa bajo agitacidon continua, la cual se prolonga desde 3-4 h a 40°C hasta la completa
evaporacion del disolvente organico (13).

e Temperatura de inversidn de fases (PIT por sus siglas en inglés)

En este método se calientan por separado la fase acuosa y la fase oleosa. La fase acuosa se afiade
gota a gota, a temperatura constante y bajo agitacidn, a la fase oleosa. La mezcla se enfria a
temperatura ambiente bajo agitacion lenta y continua. Cuando se alcanza la PIT, la mezcla pasa de
turbia a clara (14).

e Emulsificacion/ desplazamiento de disolvente

El proceso consiste en disolver el lipido en un disolvente parcialmente soluble al agua
(previamente saturado con agua). Esta fase orgdnica se emulsifica con una solucién acuosa
(previamente saturada con disolvente) la cual contiene el agente estabilizante. Esta emulsion
aceite en agua se diluye con un exceso de agua a temperatura controlada para promover la
difusidn de la fase interna hacia la fase externa, causando la agregacion del lipido en forma de SLN
(15).

2. Piel

La piel es el érgano que cubre la superficie externa del cuerpo. En los adultos abarca una
superficie de alrededor de 2 m? y pesa 4.5-5 kg. Su espesor varia entre 0.5 mm en los parpados
hasta 4 mm en el talon. Sin embargo, en gran parte del cuerpo mide 1-2 mm (16).

Pagina | 14



Maestria en Ciencias Quimicas

2.1. Morfofisiologia

La principal funcién de la piel es actuar como una barrera contra los organismos y el ambiente
externo. Entre las principales funciones de la piel se incluyen: proteccién contra la radiacién UV,
dafio fisico, quimico y ataque microbiano, mantiene la temperatura corporal y las funciones
sensoriales tales como la sensacion de dolor y de temperatura (7).

Estructuralmente la piel se divide en tres capas: la epidermis, la dermis y la hipodermis (Figura 3).
La epidermis es la capa mds externa la cual sirve de barrera fisica y quimica entre el interior del
organismo y el ambiente externo. La dermis es la capa que provee soporte estructural a la piel.
Debajo de esta se encuentra una capa de tejido conectivo, la hipodermis, que también constituye

un importante depésito de grasa (17).

Tallo del pelo

Terminal nervioso libre

Pliegue epidérmico ‘-

Papila dérmica
EPIDERMIS

Asa capilar
Region -1
papilar

Poro sudoriparo
Glandula sebacea

Corpusculo tactil ——___ |
(corpusculo de Meissner) i

J I tor del pelo —2
Musculo erectorcerp __ DERMIS

Foliculo piloso —————— ‘

Raiz del pelo ——————

J

Glandula sudoripara ——2 i ) \
ecrina ; ‘_ -
Glandula sudoripara f //‘\\‘
apocrina ‘ U’
Corpusculos laminares G P \ ,
(corpusculos de Pacini) - =)

Region
reticular

b
Y

Tejido subcutaneo

Nervio sensitivo

Tejido
adiposo
Vasos sanguineos:
Vena
Arteria

Figura 3. Corte transversal de la piel (16).

La epidermis estd compuesta por un epitelio pavimentoso o plano estratificado queratinizado.
Contiene cuatro principales tipos de células: queratinocitos, melanocitos, células de Langerhans y
células de Merkel. Aproximadamente el 90% de las células epidérmicas son queratinocitos que se
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encuentran en distintos estadios del desarrollo y que estan distribuidos en 5 estratos (Figura 4):
basal, espinoso, granuloso, lUcido y cérneo (16).

s : : Queratinocitos

- v<.-.' e — / i
Egrt:aetg Sl e ST s T e D muertos Superficial
Estrato ——= = ———— e
lucido

Estrato
granuloso

Estrato
espinoso

Célula de Langerhans

Célula de Merkel
Disco tactil

Y

< g

— Neurona sensitiva

\

\’\\.,

)’

\
"A

Melanocito

Estrato

—— Dermis ¢
basal #!

Profundo
Figura 4. Capas de la epidermis (16).
2.2. El estrato corneo y las funciones de barrera de la piel

Como ya se menciond, la epidermis se divide en varias capas, y su capa mas externa, el estrato
corneo (EC), es la responsable de la funcién de barrera de la piel debido a su alta lipofilia y la alta
cohesion entre sus células (7).

Pagina | 16



o UN (M
Maestria en Ciencias Quimicas POSGR’ DO¥Z

Para las sustancias que buscan permear a través de la piel, la difusion a través del EC es el paso
limitante en la penetracidon. De manera inversa, el EC es la principal barrera que impide la difusion
del agua hacia fuera de la piel (18).

2.2.1. Formacion del EC

Los queratinocitos experimentan un proceso de cornificacidn, en el cual las células se diferencian y
se mueven hacia capas superiores desde el estrato basal, atravesando el estrato espinoso vy el
estrato granuloso hasta llegar a la capa mas externa, el EC. Al alcanzar el EC, las células se vuelven
anucleadas y aplanadas y reciben el nombre de corneocitos. Estos corneocitos ricos en proteinas
del EC estan empaquetados densamente en una matriz lipidica extracelular que se encuentra
dispuesta en bicapas. A este arreglo se le conoce como de “ladrillos y cemento” (18).

2.2.2. Lipidos del EC

Los lipidos epidérmicos forman, junto con los corneocitos, la barrera hidrolipidica de la piel:
debido a su especial composicién de un 40 % de ceramidas, un 25 % de acidos grasos libres y un 25
% de colesterol, juegan un papel esencial en la regulacidn del contenido de agua y humedad de la
piel y de todo el organismo (19). Estos lipidos, especialmente las ceramidas, son componentes
muy importantes en términos de las funciones de barrera (7).

Figura 5. Representacion de la formacién de los lipidos epidérmicos. 1) cuerpos de Odland, 2) aparato de Golgi, 3)
exocitosis, 4) células del estrato granuloso, 5) corneocitos, 6) Bicapas lipidicas (19).

A continuacion se describe el proceso de formacion de la matriz lipidica del EC (Figura 5). Las
sustancias precursoras para la formacién de los lipidos de la capa cdrnea se producen en el
aparato de Golgi de las células cdrneas en estrato espinoso. Después son almacenadas
intracelularmente en forma de membranas lipidicas dobles, en pequefios granulos microscépicos
(cuerpos de Odland). En la capa superior del estrato granuloso, los cuerpos de Odland son
expulsados por exocitosis y se convierten en bicapas lipidicas organizadas en el espacio
intercelular. Durante esta maduracidn, los glicolipidos, fosfolipidos y ésteres enzimaticos polares,
se transforman en lipidos no polares como ceramidas y acidos grasos esenciales. (19).
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2.3. Mecanismos de transporte a través de la piel

A pesar de la eficiencia de las propiedades de barrera de la piel, algunas sustancias pueden
penetrar a través de sus diferentes capas. Existen rutas de transporte pasivo por medio de las
cuales una molécula puede atravesar el EC (Figura 6): intercelular (a través de la solubilizacién en
los lipidos extracelulares arreglados en estructuras lamelares), transcelulares (a través de los
corneocitos y las bicapas lipidicas) y a través de los apéndices (glandulas sudoriparas o foliculos
pilosos) (7).

Poros Poros
lipofilicos hidrofilicos

L.

o | @ ®)

intercelular , - v | >
\ 1 (c)

Estrato corneo  — = fafe fe fe fa fe fe Ba B B w e s ¥y !

Y

L
Epidermisviable .

Membrana basal .

Dermis —

Figura 6. Mecanismos de transporte a través de la piel, a) intercelular, b) transcelular y c) foliculos pilosos (7).

3. Interaccion de las nanoparticulas lipidicas con la piel

Las nanoparticulas basadas en sistemas lipidicos son el tipo mas comuin de nanoparticulas
estudiadas para la aplicaciéon tdpica de sustancias (7).
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Un importante factor a tomar en cuenta al desarrollar productos destinados para su aplicacion
topica esta relacionado con los efectos que estos pueden tener sobre la hidratacién de la piel y su
viscoelasticidad. Estos efectos pueden verse influenciados tanto por el vehiculo como por el
mismo ingrediente activo. Se ha observado que las SLN presentan un efecto oclusivo in vitro que
es variable segun el tamafio de las particulas, su estado cristalino y la concentracién del lipido,
esto debido a el hecho de que las SLN forman una capa al secarse con lo que se disminuye la
evaporacién de agua desde la piel (20).

A partir de diferentes estudios se sabe que son varios los factores que influyen en la penetracion
de las nanoparticulas en la piel (Figura 7). Entre estos se encuentran las caracteristicas
fisicoquimicas de las nanoparticulas (tamafio, forma, carga superficial, composicién quimica), los
factores atribuidos a la formulacién (estado fisico, vehiculo), y factores experimentales
(concentracioén, dosis y tiempo de exposicion de las nanoparticulas) (3).

Duracion del tiempo de exposicion

‘\_-"'
‘\_.Jl

Tamafio de particula menaor

14

1

-

om

Figura 7. Esquema que representa el efecto del tiempo de exposicion y tamaiio de particula sobre la penetracion. Se
ha observado que a mayor tiempo de exposicion, y a menor tamaiio de particula, el grado de penetraciéon serd mayor

(3).
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4. Aplicaciones de las nanoparticulas lipidicas para administracion
topica

4.1. Aplicaciones farmacéuticas

Las SLN presentan muchas caracteristicas que las hacen ideales para la aplicacién tdpica de
farmacos. Por su pequeiio tamafio, las SLN son capaces de interactuar con el EC y de esta manera
incrementan la penetracién de los farmacos hacia la piel. Ademas se puede lograr liberacién
sostenida a partir de las SLN al mismo tiempo que se evita la absorcion sistémica. Para obtener
una forma de dosificacidon tdpica que tenga la consistencia semisolida deseada, las dispersiones de
SLN se pueden incorporar en cremas o hidrogeles de uso comun (21).

4.2. Aplicaciones cosméticas

Comparando las formulaciones de nanoparticulas lipidicas para aplicacion tépica en el campo
farmacéutico y el cosmético, la diferencia es minima en cuanto a los aspectos tecnoldgicos
(incorporacion de los activos, incorporacién de las nanoparticulas en cremas, estabilidad de las
cremas, etc.); sin embargo, el tiempo de desarrollo del producto y su introduccién al mercado es
mucho mas corto en el caso de productos cosméticos (4).

Las SLN representan un prometedor sistema acarreador para activos cosméticos gracias a sus
ventajas sobre otras formulaciones convencionales (22):

e Protegen compuestos labiles contra la degradacion quimica, por ejemplo retinol y
tocoferol.

e Posibilidad de liberacion controlada de los ingredientes activos. Las SLN que tienen una
capa externa enriquecida con el activo mostrardn caracteristicas de liberacién con efecto
“burst” mientras que las SLN que estan enriquecidas en el nucleo presentaran liberacion
sostenida.

e Las SLN actldan como agentes oclusivos, es decir, se pueden usar para lograr incrementar
el contenido de agua en la piel.

e Las SLN muestran potencial como bloqueadores de rayos UV ya que actian como barrera
fisica por si solas y ademads se pueden combinar con otras moléculas bloqueadoras para
alcanzar un mejor efecto fotoprotector.

4.3. Referencias de aplicaciones de las nanoparticulas lipidicas para administracion
topica.

La Tabla 1 enlista algunas aplicaciones publicadas en articulos, tanto farmacéuticas como
cosmeéticas, que se le han dado a las SLN y los NLC. Se mencionan los componentes de los
sistemas, el método de preparacion empleado, el activo encapsulado y su potencial aplicacién.
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Tabla 1. Aplicaciones de las SLN y los NLC para administracion toépica.

. Componentes Método de Farmaco/activo .
Sistema .. ., ‘. . Referencia
Lipidos/estabilizante preparacion Aplicacion
. HPH* Isotretinoi
SLN Precirol ATO 5/Tween 80 . en so.re inoina , (23)
caliente Tratamiento de acné
Coenzima Q10
Cetilpalmitato/Miglyol . Antioxidante para reducir
NLC HPH lient N 24
812/TegoCare 450 eh cafiente los dafios causados por el (24)
estrés oxidativo
Cetil palmitato/Plantacare
SLN
810
Luteina
) Antioxidante para (25)
_ Cet_" o HPH proteccion de la piel
NLC palmitato/triglicéridos contra el foto dafio
caprico-
caprilico/Plantacare 810
Palmitato de Carotenoides
NLC i.sopropilo/GIicéridos HPH Preservacién de est’o§ (26)
hidrogenados/Span40, agentes de uso cosmético
Tween 80 y farmacéutico
Triglicer
semisintr:égtilccc?sr/linoeszcla de Minoxidil
SLN ) . Tratamiento de la alopecia (27)
polisorbato y oleato de -
. androgénica
sorbitan
Tretinoina
SLN . Miristato d? HPH en caliente Tralatamiento t‘ép'ico' de (28)
miristilo/Pluronic F68 acné, fotoenvejecimiento
y psoriasis
Flurbiprofeno
e
NLC glicerilo/Triglicéridos HPH en caliente " .g ’ (29)
o - .\ artritis reumatoide,
caprico-caprilico/Lecitina .\
osteoartritis y
quemaduras solares
Idebenona
Cetil palmitato/éteres de Temperatura de Antioxidante para el
SLN P L inversion de tratamiento de los dafios (14)
polioxietileno S
fases causados por la oxidacion
en la piel
. . L Meloxicam
Cetil palmitato/cido Tratamiento sintomatico
NLC caprilico/Tween 80 Microemulsion (30)

(propilenglicol)

de artritis reumatoide y
osteoartritis
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SLN Dibehenato de
glicerilo/Tween 20, DOSS Quercetina
. Antioxidante para
Dibehenato de Ultrasonido prevenir los efectos del (31)
NLC glicerilo/acido estrés oxidativo en la piel.
oleico/Tween 20, DOSS
Dibehenato de glicerilo o ., Clorhidrato d'e terbinafina
. Inyeccion de Tratamiento de
SLN palmitostearato de . . ) . (21)
N . disolvente infecciones fungicas en la
glicerilo/Pluronic F-127 .
piel.
e
NLC ,g . g Ultrasonido Tinosorb S o Avobenzon (32)
caprico-caprilico/Lutrol® .
F-68 Filtros solares

HPH: Homogenizacién a alta presion, DOSS: dioctil sulfosuccinato sddico, EHT: etilhexil triasona,

OMC: octil metoxicinamato, DHHB: dietilamino hidroxibenzoil hexil benzoato.

También existen patentes que reportan preparaciones con SLN o NLC para aplicacion topica de

activos cosméticos:

Crema humectante con SLN: Una crema humectante que contiene glicerol, ciclometicona
DC 345, agentes preservadores, activos bioldgicos y agua. Los activos bioldgicos se
incluyen como una dispersion de SLN de tamafio 50 — 300 nm que contienen agua, cera de
carnauba, benzofenoid-3 (filtro UV), decilglucosida, aceite de grosella, y polietilenglicol
como estabilizante. La invencidn produce un efecto intenso de humectacién y nutricidn en
la piel, ademas de que mejora la elasticidad de la piel (33).

Composiciones para la liberacidon controlada de fragancias: Preparaciones para lograr una
liberacidn localizada y/o modificada de fragancias a la vez que se previene su oxidacion.
Las aromas se incluyen en forma de una dispersion de SLN y la liberacion de las fragancias
depende de su localizacion en las SLN asi como de los puntos de fusidon de los lipidos
empleados (34).

Formulaciéon de proteccion UV: SLN que contienen filtros UV liposolubles cn el fin de
incrementar su solubilidad. Las preparaciones contienen filtro UV liposoluble (1-40%),
lipido sélido (20-98.9%), emulsificante (0.1-20%) y lipido liquido (0-40%). Una ventaja de la
incorporaciéon de los filtros UV en las SLN es que la penetracidén a través de la piel se ve
reducida lo cual es un factor positivo para prevenir efectos téxicos (35).

Sanitizantes: Preparaciones germicidas para aplicacion tdpica que produce una
sanitizacion de la piel a la vez que aporta beneficios a la superficie dérmica. La
composicion consiste de un alcohol monohidrico (50%), agua y SLN. Un constituyente
esencial de esta invencion son las SLN las cuales son compatibles con el alto contenido
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alcohdlico. Las nanoparticulas empleadas consisten en ceramidas, colesterol, fosfolipidos,
coenzima Q10, fitoesterol, luteina, Vitamina E y Vitamina A (36).

La Tabla 2 resume algunos productos ya existentes en el mercado cosmético que contienen SLN o

NLC.

Tabla 2. Productos en el mercado a base de SLN y NLC (37).

P.rod‘uct-or/ Productos Introduccion Ingredientes activos
distribuidor al mercado
Dr. Rimpler | Intensive Serum NanoRepair Q10 2005-2006 de jengibre, 4cido oI’eanéIico
Cutanova Cream NanoVital Q10 . s ’
acido ursdlico
SURMER Creme Legere Nano-
Protection
SURMER Créeme Riche Nano- Aceite de nuez de kukui,
Isabelle Restructurante 2006 pseudopéptido, extracto de
Lancray SURMER Elixir du Beauté Nano- leche de coco, extracto de
Vitalisant noni
SURMER Masque Creme Nano-
Hydratant
Dr. Kurt Nanol'ip.id le CLR Coepzima Q10, aceite de
Richter Nanolipid Basic CLR 2006-2007 semilla de grosella negra,
NanolLipid Repair CLR triglicéridos caprico/caprilico
Amgre IOPE SuperVital 2006 Coenzim§ Q10, 4cidos grasos
Pacific insaturados
Cream, Serum
Beate ExtraEnYliics,l;ejoTtener 5006 Coenzima Q10, olig(?sacéridos
Johnen . . altamente activos
Extra moist emulsion
NLC Deep Effect Eye Serum
Aceite de semilla de
Scholl Scholl 2007 macadamia, aceite de
aguacate, urea, aceite de
semilla de grosella negra
Glicoproteinas, extracto de
La prairie Swiss Cellular White Illuminating 2007 raiz gle jengibre,. ex'Fractc? de
Eye Essence hoja de camelia sinensis,
extracto de violeta tricolor
Olivenol Anti Falten Pflege Aceite de olealeuropaea,
Dr. Theiss konzentrat 2008 pantenol, proteina de leche

Olivendl Augenpflegebalsam

hidrolizada, extracto de raiz de
rosea, cafeina
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OBIJETIVOS

Objetivo general
Evaluar el efecto de las SLN y los NLC sobre las propiedades de barrera de la piel mediante pruebas

de oclusién in vitro, pérdida de agua transepidermal y penetracidon, para poder definir y

caracterizar el desempefio de estos sistemas.

Objetivos particulares

Definir las condiciones de preparacion de las nanoparticulas lipidicas por el método de
homogenizacién a alto cizallamiento evaluando diferentes estabilizantes, tiempo de
agitacion y el efecto de la sonicacién.

Preparar SLN y NLC a base de dibehenato de glicerilo mediante el método de
homogenizacién a alto cizallamiento y caracterizarlas en cuanto a tamano de particula,
indice de polidispersidn, potencial zeta y morfologia.

Evaluar la estabilidad de SLN y NLC sometidos a diferentes condiciones de humedad y
temperatura mediante la determinacion del tamafio de particula, indice de polidispersion
y potencial zeta en diferentes lapsos de tiempo durante 3 meses.

Estudiar el efecto oclusivo in vitro mediante la prueba de oclusiéon segun De Vringer y
TEWL en piel de cerdo, para contrastar los resultados obtenidos con ambas pruebas.
Determinar la distancia de penetracion de las SLN y los NLC, asi como la cantidad maxima
gue penetra en el EC mediante la cuantificacién del colorante rojo de nilo incluido en las
mismas como marcador, empleando la técnica de tape stripping.

HIPOTESIS

La composicion de las SLN y los NLC determinard el efecto que estos sistemas presenten sobre las

propiedades de barrera de la piel, el cual se vera reflejado en los resultados de las pruebas de

oclusion y de penetracion a través del estrato corneo.
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METODOLOGIA

1. Materiales

1.1. Equipo

e Balanza analitica BBC32 (BOECO, Germany)

e Ultra-Turrax® T18 basic (IKA®, Germany)

e Parrilla con agitador magnético (Barnstead/Thermolyne, USA)

e Zetasizer Nano-Z590 (Malvern Instruments, USA)

e Rotavapor Laborota 4000 (Heidolph, Germany)

e Celdas de permeacidn tipo Franz modificadas, area de exposicién 0.63 cm?
e Celdas de permeacidn tipo Franz modificadas, area de exposicién 3.14 cm?
e Dermatomo eléctrico (Zimmer®, USA)

e Tewameter® TM 210 (Corage-Khazaka, Germany)

e Microbalanza (E. Mettler, Ziirich)

e Agitador magnético multiplazas RO15 (IKA®, USA)

e Bafio de agua (Polyscience, USA)

e Recirculador de liquidos con termostato (VWR Scientific, USA)

e Espectrofotémetro UV-Visible Cary50 (Varian, Australia)

1.2. Reactivos

e Compritol® 888 ATO (Gattefossé, Francia) Donacidon de Quimicos Lyontec S. de R.L. de C.V.
e Trigliceridos caprico/caprilico (Drogueria Cosmopolita, México)

e Lutrol® F-68 (BASF, Germany)

e Mowiol® 4-88 (Sigma-Aldrich, USA)

e Rojo de Nilo (Sigma-Aldrich, USA)

e Metanol (J. T. Baker, México)

e Fosfato monobasico de potasio (Fermont, México)

e Hidréxido de sodio (Fermont, México)

e Agua obtenida de un sistema Milli-Q® (MILLIPORE, Alemania)

1.3. Material biolégico

Orejas de cerdo obtenidas directamente del rastro antes de ser sometidas a tratamiento con agua
caliente o vapor.
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2. Procedimiento

2.1. Determinacion de las condiciones de preparacion de las nanoparticulas

Las pruebas para determinar las condiciones de preparacion empleando el método de
homogenizacién a alto cizallamiento (Ultra-Turrax® T18 basic) se realizaron para las SLN,
comparando el tamafo de particula obtenido con diferentes condiciones para las variables
estabilizante, tiempo de agitacidn y sonicacion.

e Estabilizante: Se probaron dos diferentes estabilizantes, Mowiol® 4-88 (alcohol
polivinilico) y Lutrol® F-68 (poloxamero 188) a 20,000 rpm por 1 min, 90°C y concentracidn
de lipido del 2.5% p/p.

e Tiempo de agitacion: Con el Lutrol® F-68 se evalud el efecto del tiempo de
homogenizacién, alos 1, 2, 3,4y 5 min.

e Se analizé el efecto de la sonicacion durante el enfriamiento de las nanoparticulas,
posterior a la agitacién con el homogenizador y empleando diferentes tiempos: 0, 5y 10
min.

Finalmente, se prepararon NLC bajo las condiciones dptimas obtenidas para las SLN, empleando
tres diferentes proporciones de lipido sélido/lipido liquido (dibehenato de glicerilo y triglicéridos
caprico/caprilico respectivamente): 85:15, 90:10 y 95:5. Se evalud el efecto de la composicion

sobre el tamafio de particula.

En la Figura 8 se ilustra el procedimiento empleado para preparar las SLN y los NLC.

1. Fundir el lipido 4. Enfriar la emulsion
o mezcla de

lipidos a 90° C.

formada en un bafio de
agua a 5° C bajo
agitacion constante.

<i>
i

2. Adicionar la
solucién acuosa
del estabilizante
(2.5%) a 90° C.

Figura 8. Esquema que representa el proceso de preparacion de los SLN o NLC por el método optimizado de
homogenizacion a alto cizallamiento.
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2.2. Caracterizacion de las nanoparticulas
2.2.1. Tamaio de particula e indice de polidispersion

El tamafio de particula e indice de polidispersidn de las SLN y los NLC se determiné por dispersion
dinamica de luz usando un Zetasizer Nano-ZS90 Malvern. Las muestras se diluyeron con agua
destilada y se colocé 1 mL en una celda de vidrio de apertura cuadrada (Figura 9a). El indice de
polidispersidon se mididé para estudiar la distribucion del tamafo de particula. Las condiciones
empleadas fueron 25°Cy un dngulo de 90°. Para la caracterizacidn de las nanoparticulas, el analisis
de cada muestra se realizé por quintuplicado.

2.2.2. Potencial Z

El potencial zeta se midié empleando un Zetasizer Nano-ZS90 Malvern. Las muestras se diluyeron
con agua desionizada y se colocaron en una celda de potencial zeta (Figura 9b). Se consideraron
los valores de viscosidad, indice de refraccion y constante dieléctrica del agua a 25°C. Para la
caracterizacion de las nanoparticulas, el analisis de cada muestra se realizé por quintuplicado.

Figura 9. a) celda de vidrio de apertura cuadrada, b) la celda de potencial Z y c) Zetasizer Nano-2S90 Malvern.

2.2.3. Morfologia

Se empled la microscopia electrénica de barrido (MEB) para observar la morfologia de las SLN y los
NLC. Se colocd sobre un cubreobjetos una gota de suspension de las nanoparticulas, se dejé secar
y se le dio un recubrimiento con oro. Las nanoparticulas se observaron a un aumento de 10,000x.

2.3. Prueba de estabilidad

La estabilidad fisica de las dispersiones de SLN y NLC se evalué examinando los cambios en el
tamano de particula, indice de polidispersion y potencial Z durante el almacenamiento bajo tres
diferentes condiciones de humedad y temperatura:

e 5°C,40% HR (La HR corresponde al valor registrado dentro de la camara)

e 25°C, 65% HR (La HR se mantuvo con una solucién saturada de Mg(NOs),)

e 40°C, 75% HR (La HR se mantuvo con una solucion saturada de NaCl)
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Las muestras se conservaron en viales de vidrio. El tamafio de particula, indice de polidispersion y

potencial Z se midid por triplicado a los dias 0, 8, 15, 30, 60 y 90 siguiendo los procedimientos
descritos anteriormente. Se realizd un ANOVA para determinar si es significativo el efecto de los
factores tiempo y condicidn sobre los parametros medidos (tamafio de particula, IP y potencial Z).

2.4. Prueba de oclusion in vitro

NOTA: Para las pruebas de oclusién in vitro y permeacion se empled una suspension concentrada
de nanoparticulas lipidicas la cual se obtuvo evaporando el agua con un rotavapor hasta llegar a
una concentracién de 10% de lipido en las suspensiones.

Se evaluaron las propiedades oclusivas de las SLN y los NLC mediante el método de De Vringer
modificado (38). La prueba se esquematiza en la Figura 10.

Papel filtro Whatman

SISTE MA Vaso de precipitados

con 40 mL de agua
destilada

Se registro el peso Se colocaron 300 pl
inicial de cada uno de de formulacion de Los sistemas se
SLN o NLC sobre el almacenarona32 +2

1) SLN papel filtro. °Cy50+5% HRy se

los tres sistemas:

Referencia = 300 pl pesaron alas 6,24 y

2) NLC !
€agua 48 h.

3) Referencia

Figura 10. Prueba de oclusidn in vitro por el método de De Vringer modificado.

Con los datos de los pesos se calculd el factor de oclusién (F) a las 6, 24 y 48 h mediante la
siguiente ecuacién:

F=2"B 100
A

Donde: A->Pérdida de agua de la referencia al tiempo t

B> Pérdida de agua del sistema tratado 